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Différenciation enzymatique
pendant le développement chez Solea vulgaris
(Quensel) !

par
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Avec 6 figures et 1 tableau

ABSTRACT

Differentiation of some enzymatic patterns during development in Solea vulgaris. —
A study was made of the evolution of enzymatic patterns of ADH, o-GPDH, LDH,
MDH, G-6-PD and GPI during development in Solea vulgaris.

The biochemical characterization was done with the electrophoretic method on starch
gel, and the isozymes were revealed with specific histochemical staining.

The spatial and temporal ontogenetic variations have been related to genetic factors
of repression, regulation and expression, as well as metabolic, morphological and
environmental factors.

INTRODUCTION

Pendant la différenciation cellulaire on peut remarquer une progressive activation des
genes qui réglent la syntheése, la distribution dans les différents tissus, ’activité et la dégra-
dation des divers enzymes (SHAKLEE ef al. 1974; PHILIPP er al. 1979, 1983; GRACY 1982;
SCANDALIOS 1983; WHITT 1984; PASDAR et al. 1984; FRANKEL 1985; COPPES 1986).
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Afin d’essayer de mieux connaitre ces phénomeénes pendant le développement des
poissons, nous nous sommes proposés d’étudier chez Solea vulgaris (Quensel) la variabilité
ontogénétique des différents enzymes en utilisant les techniques de I’électrophorése sur gel
d’amidon. Nous avons pris en examen six systémes enzymatiques correspondant & onze
loci genici dans neuf différents stades du développement embryonnaire et larvaire de la

sole.

TABLEAU 1.

Méthodes utilisées pour la séparation et la détection des protéines.
Coloration histochimique: LDH: WHITT 1970; les autres enzymes selon PHILIPP et al. 1979.

METHODES ELECTROPHORETIQUES

COLORATIONS HISTOCHIMIQUES

TRIS-CITRATE (TC)
(SYNER et GOODMAN 1966)

Les gels sont composés par 12% d’amidon
(p/v) en 0.12 M Tris/0.0037 M citrate,
pH 7. Dans les cuves le tampon est
composé¢ par 750 ml de 0.378 M
Tris/0.141 M citrate, pH 6. L’électropho-
rése a été pratiquée a 20 volts/cm pendant
2het30 a4° C.

ADH

50ml 0.2 M Tris-HCI, pH 8.0, 1.5 m195%
éthanol, 7.5 mg NAD, 3.5 mg NBT,
3.5 mg PMS.

LDH

50 ml 0.2 M Tris-HCI, pH 8.0, 12 ml
1.0 M lithium lactate, pH 7.0, 7.5 mg
NAD, 3.5 mg NBT, 3.5 mg PMS.

1

TRIS-CITRATE (TC)

Les gels sont composés par 14% d’amidon

(p/v) en 0.075 M Tris/0.025 M citrate,

pH 6.9. Dans les cuves le tampon est
I composé¢ par 750 ml de 0.15 M

Tris/0.005 M citrate, pH 6.9. L’électro-
| phorése a été pratiquée a 20 volts/cm pen-
dant 5 h et 30" a 4° C.

MDH

50 ml 0.2 M Tris-HCI, pH 9.0, 5.0 ml
10 M sodium malate, pH 7.0, 7.5 mg
NAD, 3.5 mg NBT, 3.5 mg PMS.

TRIS-CITRATE/NaOH-BORATE
(PouLIk 1957; CALLEGARINI 1966)

Les gels sont composés par 13% d’amidon
(p/v) en 0.076 M Tris/0.05 M citrate,
pH 8.6. Dans les cuves le tampon est
compos¢ par 750 ml de 0.5 M
NaOH/0.3 M borate, pH 8.6. L’électro-
phorése a été pratiquée a 25 volts/cm pen-
dant 2 h et 30" a4° C.

o-GPDH
50ml 0.2 M Tris-HCI, pH 8.0, 25 ml DL-a.
glycérophosphate, 7.5 mg NAD, 3.5 mg
NBT, 3.5 mg PMS.

G-6-PD
50 ml 0.2 M Tris-HCI, pH 8.0, 20 mg

glucose-6-phosphate, 5Smg NADP, 3.5 mg
NBT, 3.5 mg PMS.

GPI

50 ml 0.2 M Tris-HCI, pH 8.0, 40 mg
fructose-6-phosphate, 40 mg (MgCl,),
15 unités de glucose-6-phosphate déshy-
drogénase, 10 mg NADP, 3.5 mg NBT,
3.5 mg PMS.
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MATERIEL ET METHODES

Les embryons, les larves et les exemplaires adultes provenaient de ’élevage «Ittica
Stagnone» de Marsala (Sicile).

La température de 1’eau de mer du vivier était maintenue a 15°. Un nombre variable
d’exemplaires (entre six et vingt) selon les différents stades examinés ont été homogénéisés
dans 0.05 ml de tampon 0.1 M Tris-HCI1 a pH 7 et les échantillons étaient conservés a
—20° jusqu’au moment de leur utilisation.

Pour la préparation des organes et des tissus de I’adulte, pris comme témoin, nous
avons appliqué la technique mise au point par CALLEGARINI & RiccI (1973). Par la suite,
les échantillons ont été dégelés et centrifugés a 6000 X g pendant 30 min a 4° C.

La détermination de ’activité enzymatique totale et les études des isoenzymes, a
partir du liquide surnageant, ont été faites par électrophorése sur gel d’amidon suivie par
des colorations histochimiques spécifiques pour les différents systémes enzymatiques con-
sidérés (tableau 1).

RESULTATS

1) Alcool déshydrogénase (ADH, EC 1.1.1.1)

Cet enzyme codifié par un seul locus genicus (PHILIPP et al. 1979; STAN TSAl et al.
1987) n’a pas été mis en évidence ni pendant le développement embryonnaire ni dans le
tissu hépatique chez ’adulte ol normalement il exprime son activité maximale.

2) Glycerol-3-phosphate déshydrogénase (0-GPDH, EC 1.1.1.8)

Cet enzyme codifié par deux loci genici, a-Gpdh-A et a-Gpdh-B (PHILIPP et al. 1979)
et dont I’isoenzyme o-GPDH-A est actif dans le muscle squelettique et I’isoenzyme a-
GPDH-B dans le foie dans la plupart des téléostéens n’est décelable ni pendant le dévelop-
pement ni dans les tissus chez 1’adulte.

3) Lactate déshydrogénase (LDH, EC 1.1.1.27)

Il s’agit d’un tétramere codifié chez la plupart des téléostéens par trois loci genici,
Ldh-A, Ldh-B, Ldh-C (PHILIPP ef al. 1979, 1983; WHITT 1984).

Chez Solea vulgaris sont actifs seulement les deux loci genici Ldh-A et Ldh-B.

Au dix-septiéme jour, I’hétérotétramére A,B, est déja décelable et au vingt-
cinquiéme jour, I’hétérotétramére A;B; et ces deux isoenzymes expliquent leur activité la
plus intense au quarante-cinquiéme jour. Mais ce n’est que chez I’adulte que les homoté-
trameéres A4 et By deviennent actifs (figs 1 et 2).

4) Malate déshydrogénase (MDH, EC 1.1.1.37)

Cet enzyme est un dimeére codifié par trois loci genici, Mdh-M, Mdh-A, Mdh-B (PHI-
LIPP et al. 1979, 1983).

Dans I’ceuf vierge on peut mettre en évidence tous les trois isoenzymes MDH-Mt,
MDH-A,, MDH-B,. Un jour aprés la fécondation est actif seulement le MDH-A,; et au
dix-septiéme jour le MDH-B,.

Chez les larves plus dgées, tous les trois isoenzymes sont a nouveau actifs. Il faut aussi
remarquer que dans tous les tissus chez ’adulte, I’isoenzyme B, est dominant tandis que
I’isoenzyme A, d’origine maternelle, n’est plus décelable dans les tissus (figs 3 et 4).



(jours aprés fécondation . 159 )

Fic. 1.

Zymogrammes des isoenzymes de la lactate déshydrogénase chez S. vulgaris sur gel d’amidon.
O: ceil. S: lieu d’insertion des échantillons.
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FiG. 2.

Zymogrammes des isoenzymes de la lactate déshydrogénase chez S. vulgaris sur gel d’amidon.
O: xil; C: cceur; MB: muscle blanc; MR: muscle rouge. S: lieu d’insertion des échantillons.
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MDH

o.v. 1 10 17 25 37 as O MB F

{ jours aprés fécondation . 15° ) (pattern adulbe)

FiG. 3.

Zymogrammes des isoenzymes de la malate déshydrogénase chez S. vulgaris sur gel d’amidon.
o.v.: ceuf vierge; O: ceil; MB: muscle blanc; F: foie. S: lieu d’insertion des échantillons.

Mt

O C MB MR E F M

( pattern adulte )

FiG. 4.

Zymogrammes des isoenzymes de la malate déshydrogénase chez S. vulgaris sur gel d’amidon.
O: ceil; C: coeur; MB: muscle blanc; MR: muscle rouge; E: encéphale; F: foie; M: mésonéphros.
S: lieu d’insertion des échantillons.
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GPI

o.v. 1 1o 17 25 372 as C MB MR
(jours aprés fécondation - 15° ) pattern adulte )

FiG. §.

Zymogrammes des isoenzymes de la glucose-phosphate-isomérase chez S. vulgaris sur gel d’amidon.
o.v.: ceuf vierge; C: coeur; MB: muscle blanc; MR : muscle rouge. S: lieu d’insertion des échantillons.

GPI

O C MB MR E F M

( pattern adulte )

FIG. 6.

Zymogrammes des isoenzymes de la glucose-phosphate-isomérase chez S. vulgaris sur gel d’amidon.
O: xil; C: ceeur; MB: muscle blanc; MR: muscle rouge; E: encéphale; F: foie; M: mésonéphros.
S: lieu d’insertion des échantillons.
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5) Glucose-6-phosphate déshydrogénase (G-6-PD, EC 1.1.1.49)

Codifié par un seul locus genicus, 6-Pgdh-A (PHILIPP et al. 1979), il est actif seule-
ment dans quelques tissus chez I’adulte, ou il montre une seule bande anodique rapide
dans ’ceil et dans ’encéphale et une bande anodique & migration lente dans le foie et dans
le mésonéphros.

6) Glucose-phosphate-isomérase (GPI, EC 5.3.1.9)

Cet enzyme est codifié par deux loci genici, Gpi-A, Gpi-B (DANDO 1974; PHILIPP et
al. 1979, 1983; COPPES 1986).

Dans ’ceuf vierge et jusqu’au dix-septieme jour, seul ’isoenzyme A, est actif. Au
vingt-cinquiéme jour, sont déja décelables les trois isoenzymes A, B, et AB. Il faut aussi
remarquer que dans les tissus de ’adulte, ia vitesse de migration de ces isoenzymes est dif-
férente de celle des formes larvaires (figs 5 et 6).

DISCUSSION

Chaque phase du cycle vital des différents organismes est sous ’influence d’une série
de facteurs en stricte corrélation entre eux, telle I’adaptation au milieu et les modifications
métaboliques souvent responsables des principaux caractéres morphologiques et biochimiques
liés aux especes.

Pendant le développement, dans les six systémes enzymatiques étudiés, il a été possible
de démontrer 'existence d’une expression génique différenciée, a cause des différentes
formes isoenzymatiques originées par ’activité combinée de plusieurs loci genici, seule-
ment dans la LDH, la MDH et la GPI.

Le locus Ldh-C qui prend son origine d’une mutation du locus LdA-B (WHITT 1984)
et qui est présent dans le 65% des téléostéens étudiés n’est jamais actif chez la sole.

Les exemplaires les plus jeunes présentent uniquement des formes hétérotétramériques.
A partir du dix-septiéme jour et pendant I’entiére période du développement, on peut
remarquer ’activation de I’isoenzyme A,B, puis en correspondance de la migration dor-
sale des yeux et latérale de la bouche, de I’isoenzyme A;B;.

La distribution des isoenzymes formés par les deux subunités A et B dans les diffé-
rents tissus de cette espece n’est jamais bindmiale et dans les stades plus agés on peut
observer une instabilité du premier hétérotétramere décelable pendant le développement
(A5B,) qui disparait completement chez ’adulte.

Ce phénomeéne est probablement en rapport avec quelques mécanismes génétiques qui
controlent la synthése de ces isoenzymes aux différents stades du développement embryon-
naire et post-embryonnaire.

Quand la différenciation et le fonctionnement rétinien et de ’articulation maxillo-
mandibulaire est compléte et le jeune alevin est, du point de vue morphologique, comple-
tement comparable a I’adulte, ces deux isoenzymes montrent leur activité la plus intense.

Le tétrameére Ay qui est prédominant dans les tissus peu oxygénés et By qui, au
contraire, est prédominant dans les tissus mieux vascularisés et plus oxygénés, ne sont
décelables que chez I’adulte.

Le pattern isoenzymatique de la MDH chez la sole adulte semble étre atypique par
rapport aux autres especes de téléostéens étudiés dans lesquelles les isoenzymes A, et B
sont respectivement prédominants I’'un dans le foie et ’autre dans le muscle blanc
(WHEAT et al. 1973; PHILIPP et al. 1979, 1983; PASDAR ef al. 1984). Chez Solea vulgaris
en effet, nous avons remarqué que seul I’isoenzyme B, est actif dans tous les tissus, tan-
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dis que I’isoenzyme A, d’origine maternelle n’est plus métaboliquement actif méme dans
le foie.

Pendant le développement larvaire, les isoenzymes A, et Mt augmentent progressive-
ment leur activité jusqu’au quarante-cinquieme jour. Par la suite A, n’est plus décelable
tandis que I'activité de I’isoenzyme Mt reste a peu prés au méme niveau.

Ce parallélisme d’expression pourrait étre en rapport avec une régulation coordonnée
de ces deux isoenzymes. L’isoenzyme B, ne fait son apparition qu’au dix-septiéme jour.
Néanmoins, il va rester le seul enzyme actif dans les tissus de 1’adulte.

En ce qui concerne enfin I’enzyme GPI, les deux isoenzymes étudiés A, et B, sont
respectivement prédominants, comme dans la plupart des téléostéens, dans le foie, I’encé-
phale, le mésonéphros et dans le muscle blanc (PASDAR ef al. 1984).

L’isoenzyme B, est décelable seulement a partir du vingt-cinquiéme jour en corres-
pondance a la maturité fonctionnelle du tissu musculaire. Cela aussi montre I’'importance
du réle joué par I’enzyme GPI pendant le développement.

La différence de migration chez I’adulte des isoenzymes de la GPI peut étre expliqué,
soit par un fonctionnement différent des isoenzymes alléliques, soit par un contréle génique
différent des niveaux d’activité tissu-spécifique de I’espéce étudiée ici.
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RESUME

Nous avons étudié I’évolution du pattern des enzymes ADH, a-GPDH, LDH, MDH,
G-6-PD et GPI pendant le développement chez Solea vulgaris par moyen d’électrophorése
sur gel d’amidon.

Les différents enzymes ont été mis en évidence avec des colorations histochimiques
spécifiques.

Les variations ontogénétiques des différents enzymes dans les tissus sont ici mis en
corrélation avec le stade du développement et avec I’activité de régulation, expression et
répression génique.

RIASSUNTO

E stata analizzata ’evoluzione dei patterns enzimatici di ADH, a-GPDH, LDH,
MDH, G-6-PD e GPI durante le sviluppo in Solea vulgaris.

La caratterizzazione biochimica é stata fatta con il metodo elettroforetico sul gel
d’amido e gli enzimi sono stati evidenziati con colorazioni istochimiche specifiche.

Le variazioni ontogenetiche, spaziali e temporali, evidenziate sono state correlate con
fattori morfologici, metabolici e genetici di regolazione, espressione ¢ repressione.
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